
大分大学・医学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７５０１

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

粘液産生性細気管支肺胞上皮癌に対する治療戦略

Treatment strategy for mucus-producing bronchioloalveolar epithelial cancer

９０４３２９３９研究者番号：

小副川　敦（Osoegawa, Atsushi）

研究期間：

１５Ｋ１０２６５

平成 年 月 日現在３０   ６ １８

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：パラフィン包埋切片が利用可能な粘液産生性細気管支肺胞上皮癌（新WHO分類では
invasive mucinous adenocarcinoma, IMA）の症例13例について、genomic DNAを抽出、Ion AmpliSeq Cancer 
Hotspot Panel v2によるターゲッテッドリシーケンシングを行った。13例中、解析可能であったのが10例であっ
た。遺伝子変異としては、K-ras変異4例、TP53変異3例、他、LKB1変異、PIK3CA変異、EGFR変異、ATM変異をそれ
ぞれ1例に認めた

研究成果の概要（英文）：Genomic DNA was extracted for 13 cases of mucin-producing bronchioloalveolar
 epithelial cancer (invasive mucinous adenocarcinoma, IMA in the new WHO classification) in which 
paraffin-embedded sections are available, and targeted resequencing by Ion AmpliSeq Cancer Hotspot 
Panel v 2 I made Thing. Among 13 cases, 10 cases were analyzable. As gene mutation, 4 cases of K-ras
 mutation, 3 cases of TP53 mutation, others, LKB1 mutation, PIK3CA mutation, EGFR mutation, ATM 
mutation were confirmed in each case.

研究分野： 呼吸器外科

キーワード： 粘液産生性細気管支肺胞上皮癌　targeted resequencing　primary culture　cell cycle　energy meta
bolism
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１．研究開始当初の背景 
2013 年には肺癌により 72,734 人が死亡し

ている。非手術例の進行肺癌で 5年生存率は
10%に満たず、手術例においても 5 年生存率
は約 70%で、約 30%は再発死亡している。非
手術例と術後再発症例の治療成績向上には、
薬物療法の成績向上が必須である。近年、肺
腺癌における Driver 遺伝子が明らかとなっ
てきており、EGFR、ALK、HER2、ROS、RET な
どと、それぞれ分子標的治療が開発されてい
る。一方で、肺腺癌の 10-30%を占める K-Ras
遺伝子変異に対する分子標的治療は有効な
ものがない。これは K-Ras 遺伝子変異そのも
のが直接の Driver 遺伝子ではなく、他の遺
伝子変化と協力することで発癌能や悪性度
を獲得していると考えられている。実際、肺
腺癌において、癌抑制遺伝子である p53 や
LKB1、PTEN などの遺伝子変異が、しばしば
K-Ras 遺伝子変異と併存していることが報告
されている。マウスモデルでもこれらの遺伝
子変異を同時に導入することで、より悪性度
の高い肺腺癌が発生することが報告され、中
でも Shackelford らは、マウス肺に K-Ras と
LKB1 の遺伝子変異を同時に導入したマウス
肺癌モデルで、粘液産生性の肺腺癌が発生す
ることを報告している(Cancer Cell 2013)。 
 
２．研究の目的 
肺腺癌における遺伝子変化が明らかとな

ってきており、分子標的治療に結びつくよう
な Driver 遺伝子変異（EGFR、ALK、RET、ROS
など）も次々と発見されている。一方、粘液
産生性細気管支肺胞上皮癌(mBAC)は、高率に
肺内転移を来す予後不良の肺腺癌であり、肺
腺癌の約 10%を占めると報告されている。
K-Ras 遺伝子変異を伴う頻度が高いと報告さ
れているが、EGFR、ALK 遺伝子変化を伴う頻
度は低く、新たな分子標的治療の開発が期待
される。mBAC 切除症例を対象とし、K-Ras 遺
伝子変異以外の遺伝子変化や、それに伴う代
謝経路の変化について、網羅的に解析するこ
とで、有効な治療方法のない mBAC に対する
治療戦略を確立し、更にその成果を応用し、
K-Ras 遺伝子変異を有する肺腺癌に対する治
療戦略を確立することが目的である。 
 
３．研究の方法 
1. mBAC の臨床検体における遺伝子変化につ

いて、NGS を用いた癌関連遺伝子変異解析
や、融合遺伝子の検出、定量的 PCR によ
るコピー数の解析や、免疫組織化学染色
による蛋白発現解析を行い解析する。 

2. LKB1 遺伝子変異について、LKB1 野生型、
変異型、欠損型のそれぞれの肺癌細胞株
を用い、その遺伝子発現の相違、細胞溶
解液や培養上清中の mucin の発現異常に
ついて解析、mBAC において治療標的とな
りえる経路を明らかにする。１で検出さ
れた他の遺伝子にも同様な解析を行う。 

3. mBAC の切除標本から直接、あるいは CTOS

法を用いて樹立した細胞株から PDX モデ
ルを作成し、2で明らかとなった標的経路
を阻害する治療実験を行う。 

 
４．研究成果 
大分大学呼吸器外科で、2013 年 3月～2015

年 3月に手術を施行され、FFPE 組織切片が使
用可能な IMA の 10 症例に対し、肺癌標本の
FFPE 切片より DNA を抽出、dsDNA の濃度を測
定した後に、ion AmpliSeq Cancer Hotspot 
Panel v2 (CHPv2)を用いて、50 癌関連遺伝
子(下記)の deep sequencing を行った。 
 
ABL1, EZH2, JAK3, PTEN, AKT1, FBXW7, 
IDH2, PTPN11, ALK, FGFR1,KDR, RB1, APC, 
FGFR2, KIT, RET, ATM, FGFR3, KRAS, SMAD4, 
BRAF, FLT3, MET, SMARCB1, CDH1, GNA11, 
MLH1, SMO, CDKN2A, GNAS,MPL, SRC, CSF1R, 
GNAQ, NOTCH1, LKB1, CTNNB1, HNF1A, NPM1, 
TP53,EGFR, HRAS, NRAS, VHL, ERBB2, IDH1, 
PDGFRA, ERBB4, JAK2, PIK3CA  

  
結果を Torrent Suite 及び Ion Reporter 

software で解析した(reference として hg19
と CEPH サンプルセットを用いた)。  

 
LKB1 locus に関しては、癌部 と非癌部の

凍 結 切 片 を 利 用 可 能 な 症 例 に 対 し 、
multiplex ligation-dependent probe 
amplification (MLPA)法を用いた遺伝子コピ
ー数の解析を行った。SALSA MLPA probemix 
P101-B2 STK11 (MRC-Holland 社) 
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13 例中、解析可能であったのが 10 例であ
った。遺伝子変異としては、K-ras 変異 4例、
TP53 変異 3例、他、LKB1 変異、PIK3CA 変異、
EGFR 変異、ATM変異をそれぞれ 1例に認めた。
一方で、コピー数の変化としては、RB1 の
locusである13q14.2と LKB1の locusである
19p13.3-11 のコピー数低下が認められた。こ
のうち、特に LKB1 の locus について、
Multiplex ligation-dependent probe 
amplification (MLPA)法を用いてコピー数解
析を行った。上記 10 例のうち、8例で正常部
と癌部の凍結切片が保存されており、解析可
能であった。8例中 4例で LKB1 locus のコピ
ー数低下を認め、NGS と MLPA 両方でコピー数
低下を確認できた症例が 3例、いずれかで確
認できた症例が 9例と、報告されている LKB1
異常(アジア人非小細胞肺癌症例の数%)と比
較し、高頻度であった。 
一方、IMA の切除検体からの組織培養、細

胞株の樹立については、対象症例がなく樹立
に成功できなかった。しかしながら、これま
でに、EGFR 遺伝子変異陽性肺腺癌 2症例、悪
性胸膜中皮腫 1 症例で樹立に成功しており、
これらの細胞株を用いた機能解析では、
CellTiter-glo を用いた細胞増殖抑制試験や、
TKI によるシグナル伝達を含めた機能解析を
速やかに行うことができたため、IMA での検
討は今後の課題である。 
 IMA における遺伝子変化として、K-ras 変
異と CDKN2A/2B遺伝子変異の合併が報告され
ている(Skoulidis et al, Cancer Discov 
2015)。また、遺伝子変異陰性の症例におい
て、NRG1 など融合遺伝子の存在が報告されて
いる(Cancer Discov 2014, Clin Cancer Res 
2014)。IMA の 10 例に対し、Cancer Hotspot 

Panel v2 によるディープシーケンシングと
MLPA による LKB1 のコピー数解析を行った結
果、Kras あるいは p53 と LKB1 遺伝子異常が
合併する頻度が高いことが判明した。 
以上の結果をまとめると、K-ras 遺伝子変

異を 4 例、EGFR 遺伝子変異を 1 例、LKB1 の
遺伝子変異を 1 例に、欠失を 4 例に認めた。
また、SMARCB1遺伝子変異を 4例に認めた。  
肺腺癌の TCGA データでは、LKB1 の遺伝子変
異は 15-30%と、EGFR 遺伝子変異の頻度と同
程度と報告されている。 アジア人における
LKB1遺伝子変異の頻度が5-10%であることを
考慮すると、今回の、IMA における検討では、
K-rasと共にLKB1遺伝子変化の頻度が高いこ
とが分かる (5/10 例) 。 
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